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Beschreibung Bei der SFM wird eine Qblicherweise pyramidale Spitze 

aus Silicium oder Siliciumnitrid, die sich an einem wei- 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zum Wirkstoff- chen Hebelarm befindet, zur Abtastung der Probe ver- 

Screening, insbesondere ein Verfahren zum Massens- wendet Die Auslenkung des Hebelarms wird in der Re- 

creening im Wirkstoffbereich. Des weiteren betrifft die 5 ge l lichtoptisch gemessen und zur Rekonstruktion des 

Erfindung die Verwendung einer Nahfeldmikroskopier- Hdhenprofils verwendet 

vorrichtung sowie eine Einrichtung umfassend eine Wird start der beschriebenen Spitze eine angespitzte 

Nahfeldmikroskopiervorrichtung und eine Steuervor- Lichtleiterfaser, in die z. B. Laserlicht eingekoppelt wird, 

richtung. AuBerdem betrifft die Erfindung noch eine als Sonde Qber die Probe gefuhrt und das je nach Eigen- 

Nanotitervorrichtung. io sc haft der Probe reflektierte oder transmittierte Licht 

Das Finden neuer Leitstrukturen, d. h. von molekula- mit Hilfe von Fotodetektoren nachgewiesen, so gelangt 

ren Strukturen wie etwa Liganden, Agonisten oder man zur sog. rasteroptischen Nahfeldmikroskopie 

Wirkstoffen, die bezflglich ihrer Wirkung auf Enzyme (Scanning Nearfield Optical Microscopy, SNOM oder 

oder Rezeptoren, DNA-Nukleasen oder -Polymerasen, auch NSOM genarmt) [R Heinzelmann, D.w! Pohl, 

Proteasen wie z.B. Thrombin, Membranrezeptoren, 15 AppLPhys. A59(1994)89;EBetzig, J.Trautman,Scien- 

Kernrezeptoren oder Bindeproteine verbessert sind, ist ce 257 (1992) 189} Diese Verfahren eriauben bei Nut- 

auch derzeit noch ein muhsamer und zeitaufwendiger zung aller gangigen optischen Kontrastmechanismen 

SuchprozeB. wie Absorption, Reflexion, Polarisation, Fluoreszenz 

Der Erfolg hangt dabei in groBem AusmaBe vom Zu- usw. durch Umgehung der in der konventionellen Optik 

fallab. Denn dabei mussen sehr viele Substanzen durch* 20 auftretenden Beugungsbegrenzung eine sehr hohe Orts- 

gemustert werden, bis alctive Substanzen gegen das auflosung bis hinunter in den nm-Bereich. Im Bereich 

Zielmolekul — etwa einen Rezeptor — gefunden wer- der Fluoreszenzmikroskopie wird dabei eine Empfind- 

den. Viele Substanzen - etwa 100.000 bis 1.000.000 — lichkeit erreicht, die den Nachweis einzelner fluoreszie- 

aufihreBioaktivitathinzuuberprufen,dauert sehr Ian- render Molekiile eriaubt [E. Betzig, RJ. Chichester, 

ge, wenn man beriicksichtigt, daB Aktrvitatstests mit & Science 262 (1993) 1422} Ein Schema dieses Verfahrens 

z. B. ZeUen oder Enzymen lange Inkubationszeiten er- ist in Fig. 1 angegeben. 

fordern. Eine derartig groBe Substanzzahl kann daher Neben der vorstehend stellvertretend beschriebenen 
nur dann schnell gepruft und untersucht werden, wenn SNOM-Anordnung sind im Stand der Technik weitere 
auch der Test hochempfindlich und sehr schnell ist Anordnungen beschrieben. So konnen tetrahedrale 
Vielfach werden bei solchen Tests Fluoreszenzver- 30 Spitzen (Koglin J. et al, Photons and Local Probes. Proa 
fahren eingesetzt Diese sind zwar sehr empfindlich, of the NATO Advanced Research Workshop. Ed Mart 
aber auch staranfallig. AuBerdem sind derartige Test- O. et aL KJuwer Academic PubL 1995) oder z. B. photo- 
verfahren auch sehr zeitaufwendig. Man mufl namlich leitende Spitzen (Akamine S. et aL, Proceedings. IEEE 
berudcsichtigen, daB von der eigentlichen Inkubation Micro Electro Mechanical Systems 1995,Seite 155) ver- 
bis zum MeBvorgang noch eine Vielzahl weiterer Be- 35 wendet werden. 

handlungsschritte erforderlich ist Dazu gehoren hier Im biologischen Bereich wurden mittels dieserTech- 

vor allem Waschschritte, um die Hintergrundfluores- niken erst vereinzelt Untersuchungen durchgefuhrt, 

zenz zu verringern und um so das Signal-/Rauschverha- z. B. S-Smith et aL, Proa SPIE-Int Soa Opt Eng. 1 855, 81 

itnis zu verbessera Generell kann gesagt werden, daB (1994) (Scanning Probe Microscopies II) oder D.\LN. 

Verbesserungen in der Empfindlichkeit der Detektions- <o jondle et aL, Chromosome Research 3, 239 (1995). In der 

verfahren zu einer Verlangsamung in der Geschwindig- zuletzt genannten LiteratursteUe ging es dabei um die 

keit eines Tests fuhren. Eine Losung beider Probleme Untersuchung der Ultrastruktur polytaner Chromoso- 

zugleich durch ein Testverfahren bzw. eine entspre- men aus der Speicheldruse der Fruchtfliege mittels 

chende Einrichtung schien bisher nicht moglich. SFM. 

In jungster Zeit kam es mit der Entdeckung der Ra- 45 Unter Berucksichtigung des vorstehend Gesagten ist 

stertunnelmikroskopie (RTM; engL STM) durch Bhuiig es Auf gabe der Erfindung, ein Verfahren zum Wirkstoff- 

undRohrer[G.Binnig,RRohrer,CGerber,EWeibel, Screemng bareitzustellen, bei dem eine Vielzahl von 

Phys. Rev. Lett 49 (1982X 57] zu einer sturmischen Ent- Proben in moglichst kurzer v Zeit untersucht werden 

wicklung auf dem Gebiet der hochst sensitiven sog. Ra- kann. Dieses Verfahren soli nicht nur zeitsparend sein, 

stersondenverfahren. 50 sondern auch — im Vergleich zu den bislang ublichen 

Bei der Rastertunnelmikroskopie wird eine metalli- Verfahren — moglichst wenig Arbeitsaufwand erfor- 

sche Spitze zeilenweiserasternd Qber eine leitende oder dera 

halbleitende Probe gefuhrt Mit dem bei sehr geringen Diese Aufgabe wird durch ein Verfahren gelost, bei 

Abstanden zwischen Spitze und Probe auftretenden dem man den Wirkstoff uber die mittels einer rasterop- 

Tunnelstrom als RegelgroBe laBt sich ein Hdhenprofil ss tischen Nahfeldmikroskopiervorrichtung (SNOM-Vor- 

und/oder Profil der elektronischen Struktur der unter- richtung) beobachtbare Anderung eines Signals [S] 

suchten Oberflache aufhehmen. Auf diese Weise lassen nachweist Gegenstand der Erfindung ist also auch die 

sich Strukturen mit einer atomaren Auflosung von etwa Verwendung einer SNOM-Vorrichtung in Screening- 

0,1 nm unter normalen Laborbedingungen untersuchen. Verfahren sowie eine Einrichtung, umfassend eine Nah- 

Im Jahre 1986 [G. Binnig, CF. Quate, C Gerber, Phys. «> feldmikroskopiervorrichtung, eine Einzel- oder Mehr- 

Rev.l^tt56(1986)930]erfolgtenutderRasterkraftmi- fachprobenaurnahmevorrichtung und eine Steuerein- 

kroskopie (Scanning Force Microscopy, SFM) eine richtung zum Ansteuern der einzelnen Kompartimente 

Obertragung auf nichtleitende Proben. Damitwurde die der Einzel- oder Mehrfachprobenaufbewahrungsvor- 

Untersuchung von polymeren Materialien [G. Krausch, richtung mit der SNOM-Vorrichtung. 

M. Hipp, M. Boltau, O. Marti, J. Mlynek, Macromolecu- 65 Bevorzugte Ausgestaltungen der Erfindung sind Ge- 

les 28 (1995) 260] sowie biologischen Strukturen sogar genstand derUnteranspruche. 

unter physiologischen Bedingungen moglich [C Busta- Eszeigen: 

mante, D. Keller, Physics Today, December 1995, 32} Fig. l den grundsatzlichen Aufbau einer SNOM-Vor- 
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' richtung, unter Verwendung einer Lichtleiterfaser 

Fig. 2a) und b) die bei dem erfindungsgemafien Scree- 
ning- Verfahren unter Einsatz der SNOM ablaufenden 
Verfahrensschritte vor [a)] bzw. nach [b)] Zugabe einer 
den Wirkstoff W 2 und weitere Wirkstoffe W x enthaJteu- 
den Losung zu dem Komplex aus Rezeptor Ri und fluo- 
reszenzrnarkiertera Wirkstoff Wi ; 

Fig. 3a) und b) die gleichen Verfahrensschritte wie in 
Fig. 2a) und b), auBer daB die Anordnung von Rezeptor 
Ri und Wirkstoff Wj umgekehrt ist; 

Fig. 4 die bei einer Ausfuhrungsform des erfindungs- 
gemifien Verfahrens nach Art einer Sandwich-Technik 
ablaufenden Verfahrensschritte; 

Fig. 5 eine weitere Ausfuhrungsforra des erfindungs- 
gemaBen Verfahrens, bei der der unbekannte Wirkstoff 
W x indirekt uber Konformationsanderung des Rezep- 
tors nachgewiesen wird. 

Wie bereits erwahnt, ist auch Gegenstand der Erfin- 
dung ein Verfahren zum Wirkstoff-Screening, insbeson- 
dere im Bereich des Massen-Screenings, bei dem die 
SNOM-Technologie zum Einsatz kommt Mit Hilfe die- 
ser Technologie ist es mdgiich, die Fluoreszenz einzel- 
ner Molekule nachzuweisen, wenn der Abstand zwi- 
schen Sonde und Probe im Bereich von einigen run liegt 
Allerdings ist bei dem erfindungsgemafien Verfahren 
der Einsatz der SNOM-Technologie grundsatzlich nicht 
auf den Bereich der Fluoreszenzverfahren beschrankt 
Vielmehr kann jedes Nachweisverfahren verwendet 
werden, bei dem der zu entdeckende neue Wirkstoff 
eine Anderung eines optischen Signals verursacht Bei 
dem optischen Signal kann es sich fotglich auBer urn 
Fluoreszenz auch urn Absorption, Polarisation oder eine 
Anderung der Wellenlangenabhangigkeit dieser Eigen- 
schaften handeln. 

Auch die bei dem erfindungsgernaBen Verfahren ein- 
gesetzte SNOM-Technologie ist nicht darauf be- 
schrankt daB — wie in den Fig. 1, 2 und 3 dargestellt — 
das optische Nahfeid mittels einer Lichtleiterfaser zur 
Verfugung gestellt wird. Es sind samtliche rasteropti- 
sche Einrichtungen einsetzbar, solange sie ein Nahfeid 
bereitstellen, mit dem sich ahnliche Aufldsungen erzie- 
len lassen, wie es unter Einsatz einer Lichtleiterfaser 
mdglich ist Dazu gehdren beispielsweise die vorstehend 
genannten tetrahedralen oder photoleitenden Spitzen. 

Fur das Wirkstoff-Screening laBt sich SNOM bei- 
spielsweise vorteilhaft in der folgenden Weise einset- 
zen: 

Zunachst wird ein Rezeptor (Fig. 2) bzw. ein Referenz- 
wirkstoff (Fig. 3) auf einer geeigneten Oberflache eines 
Substrats immobilisiert Der Begriff Rezeptor wird hier 
sehr umfassend verstandea Dazu gehdren etwa Fibri- 
nogen, Endothelin, DNA oder RNA, Proteine und Lipi- 
de im weitesten Sinne, aber auch ganze Zellen oder 
Gewebestucke. Dieser zu imroobilisierende Stoff wird 
nachfolgend auch als Molekul A bezeichnet Bei dem 
Substrat kann es sich urn einen mit Gold bedampften 
Siliciumwafer handeln, eine modifizierte, z. B. silanisier- 
te Siliciumoberflache oder auch andere ebene Substrate 
wie etwa Glimmer, Graphit usw. Auch konnen biologi- 
sche Substrate eingesetzt werden. Dabei kann es jedoch 
erforderlich sein, diese zuvor auf den vorstehend ge- 
nannten anorganischen Substraten zu immobilisieren. 
Der immobilisierte Rezeptor (Ri) (Kg. 2) oder Refe- 
renzwirkstoff (Wt) (Fig. 3) wird mit einem fluoreszenz- 
markierten Wirkstoff (Wi-F) bzw. fluoreszenzmarkier- 
ten Rezeptor (Ri-F) belegt und sozusagen blockiert 
Wird ein starker bindender ein Wirkstoff W 2 [Fig. 2b)] 
bzw. [Fig. 3b)] mit hoherer Affinitit hinzugegeben, so 
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wird der Referenzwirkstoff (Wi) aus der Rezeptorbin- 
dungsstelle verdrangt und der Wirkstoff W2 gebunden. 
Damit wird der fluoreszenzmarkierte Wirkstoff W t von 
der Oberflache verdrangt (Fig. 2b). Der gleiche Vor- 
5 gang tritt im umgekehrten Falle ein, wenn der Referenz- 
wirkstoff Wi am Substrat fbriert ist und die beiden Wirk- 
stoffe Wi und W2 urn die Bindung an einem nicht fbrier- 
ten, aber fluoreszenzmarkierten Rezeptor konkurrieren 
(Fig. 3). In beiden Fallen whrd die durch die Lichtleiter- 

10 faser, die sich quasi direkt uber dem Rezeptor befindet 
registrierte Fluoreszenz reduziert oder geht sogar bis 
auf Null zuruck. Sie kann aber auch ledigiich moduliert 
werden, z. B. in ihrer Wellenlangenabhangigkeit gean- 
dert werden. In dem Falle andert sich nicht die Intensi- 

15 tat sondern die Farbe der Fluoreszenz. 

Ein besonderer Vorteil des erfindungsgemafien Ver- 
fahrens unter Einsatz der SNOM-Technologie liegt dar- 
in, daB fluoreszierende Molekule, die sich auf grand von 
Diffusion frei in der Losung bewegen, praktisch keine 

20 Rolle spielen. Sie werden von der SNOM-Sonde nam- 
lich nicht detektiert Das Volumen, aus dem die relevan- 
te Information bei Einsatz der SNOM resultiert ist auf- 
grund der starken Abstandsabhangigkeit des Signals ex- 
trem kleia Es reicht von einigen nm J bis zu maximal 

25 einigen 10000 nm 3 . Dadurch spielen frei diffundierende 
fluoreszierende Molekule bei diesem Verfahren keine 
Rolle, so daB sich ein sehr gutes Signal-ZRauschverhalt- 
nis ergibt Dies wiederum hat gegenuber den bislang 
bekannten hochempHndlichen MeBverfahren den ent- 

30 scheidenden Vortefl, daB eine zeitaufwendige Nachbe- 
handlung der Probe, z. B. durch mehrfaches Waschen, 
entfallt 

In Anbetracht dessen ist auch klar, daB es bei dem 
erfindungsgemafien Verfahren nicht entscheidend ist 

35 daB das Nahfeid durch einen Lichdeiter bereitgestellt 
wird. Jedes Verfahren, das ein entsprechendes Nahfeid 
bereitstellt f uhrt zu den o.g. Vorteilen. 

Eine weitere Ausfuhrungsforra des erfrndungsgema- 
Ben Verfahrens ist in Fig. 4 gezeigt Diese unterscheidet 

40 sich von den in den vorstehend erlauterten Fig* 1 bis 3 
dargestellten Verfahren dadurch, daB der neue Wirk- 
stoff Wx direkt nachgewiesen wird. Zunachst bindet der 
unbekannte Wirkstoff W x an den Rezeptor R|. Dieser 
neue Wirkstoff W x weist eine Domane (*) auf, von der er 

45 sich von dem bekannten Wirkstoff Wt unterscheidet 
Zum Nachweis dieser Domane stent eine bekannte mo- 
lekulare Sonde, z B. ein mit Fluorescein-isothiocyanat 
markierter Antikdrper zur Verfugung. Dieser fluores- 
zenz-markierte Antikdrper wird an den Komplex aus 

50 Wirkstoff W x und Rt binden gelassen. Auf diese Weise 
kann der Komplex unmittelbar uber die detektierte 
Fluoreszenz nachgewiesen werden. 

Eine weitere Ausfubrungsfonn des erfindungsgerna- 
Ben Verfahrens ist in der Fig. 5 dargestellt Diese Aus- 

55 fuhrungsform unterscheidet sich von der in Fig. 4 darge- 
stellten dadurch, daB der Fluoreszenz-markierte Anti- 
kdrper nicht unmittelbar an den unbekannten Wirkstoff 
W z bindet Der unbekannte Wirkstoff W x ruft vielmehr 
bei der Bindung an den Rezeptor Ri eine Konforma- 

60 tionsanderung im Rezeptor Rt hervor (aHosterischer Ef- 
fekt). Durch diese Konformationsanderung werden am 
Rezeptor neue struktueile Domanen freigelegt An die- 
se Doraanen wird eine molekulare biologische Sonde, 
z. B. ein fluoreszenzmarkierter Antikdrper binden ge- 

65 lassen. So kann der neue Wirkstoff W x indirekt durch 
die von Qun hervorgerufene Fluoreszenz nachgewiesen 
werden. 

In vorstehend beschriebenen Fallen konnen die Wirk- 
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stoffe aus geeignetcn Losungsraitteln hinzugegeben Napfchen z. B. einer EUSA-Platte oder gar die ganze 

werden, z. B. waBrigen oder ethanolischen Salzlosungen Platte mit in der Regel 96 Nachweisstellen direkt auszu- 

oder geeigneten Losungsraitteln. Die Messung kann lesert 

selbst kann im Losungsroittel oder an der getrockneten Dies erfolgt jedoch vorteflhafterweise mit der erfin- 

Probe erfolgen. Die Untersuchung der Wirkstoffe muB * dungsgemaBen Einrichtung, umfassend eine Nahfeldmi- 

nicht einzeln erfolgen, sondern es konnen in gleicher kroskopiervorrichtung, eine Einzel- oder Mehrfachpro- 

Weise Mischungen von Wirkstoffen, auch Mischungen benaufnahmevorrichtung und eine Steuereinrichtung 

mit anderen Verbindungen, untersucht werden (vgL zum Ansteuem der einzelnen Kompartimente der Ein- 

Fig. 2). Eine Immobilisierung unter Benutzung von EU- zel- oder Mehrfachprobenaufnahmevorrichtung mit der 

SA-Platten [96-Loch-Mikrotiterplatten] und entspre- »> SNOM-Vorrichtung. Naturlich kann auch der Steue- 

chenden Proben- und Ldsungshandling-Systemen, d h. rungsvorgang umgekehrt ausgerichtet sein, d. h. mit der 

etwa Pipettierautomaten fur nanostruktuierte Systeme beweglichen Mehrfachprobenaufnahmevorrichtung 

ist mdglich. Naturlich konnen in gleicher Weise auch auf l&Bt sich die Nachfeldmikroskopiervorrichtung ansteu- 

zellularen Strukturen fbrierte Rezeptoren untersucht em, ahnlich wie bei ublichen Mikroskopen der objek- 

werden. 15 tisch bewegt wird. 

Die Immobilisierung des Molekuls — sei es Rezeptor, Als Mehrfachprobenaufnahmevorrichtung weist die- 

Ligand oder ein anderes Molekul z. B. Neurorezeptoren se Vorrichtung vorteilhafterweise eine Mehrloch-Mi- 

oder Rezeptoren auf Zellen des Immunsystems oder krotiterplatte auf, wie sie z. B. auch bei EUSA-Tests 

andere zellulare Bindeproteine auf dem Substrat — verwendet wird Vorzugsweise handelt es sich bei einer 

kann kovalent oder nicht kovalent erfolgen. Eine nicht 20 derartigcn Mehrfachprobenaufnahmevorrichtung urn 

kovalente Immobilisierung erfolgt z. B. durch unmittel- eine solche, deren Abmessungen zwecks Erhdhung der 

bare Adsorption. Die Immobilisierung kann jedoch auch Geschwindigkeit des erfindungsgemaBen Wirkstoff- 

uber kovalente Bindungen erfolgen, wenn das Substrat Screening-Verfahrens miniaturisiert sind In diesem Fal- 

eine entsprechende aktivierte Oberflache aufweist Bei- le ist die Untergrenze fur die GroBe (Durchmesser) der 

spielsweise kann bei der FIQssigphasenadsorptioh (Self- 25 einzelnen Kompartimente lediglich durch die GroBe der 

Assembly [S.AkarietaL, Adv. Mater. 7 (1995) 549]) eine Lichtleiterfaser festgelegt Die Untergrenze liegt da- 

Aktivierung der Substratoberflache dadurch erfolgen, durch bei etwa 10 nm. 

daB eine Thiolcarbon-Saure aufgebracht wird Das Nach oben hin gibt es grundsatzlich keine Begren- 
Tliiol bindet mittels Adsorption an das Substrat, z.B. zung. In Hinsicht auf die Optiraierung der Geschwindig- 
eine Goldoberflache, wobei die Sauregruppe nach au- 30 keit des Screening-Verfahrens ist es aber nicht sehr ef- 
Ben weist fektiv, wenn die GroBe des Kompartiments bei der mi- 
Die Btndung des Molekuls A muB auch nicot direkt an niaturisierten Vorrichtung einige 100 \im 9 insbesondere 
die Substratoberflache oder die Thiolcarbonsaure erfol- 500 jam uberschreitet Eine bevorzugte obere Grenze 
gen. Sie kann auch indirekt sein. Beispielsweise kann liegt bei 150 \lttl 

zwischen der vorstehend genannten Thiolcarbonsaure 35 Bei einer derartig miniaturisierten Aufnahmevorrich- 

und dem Molekul A, z. B. einem Protein, Rezeptor, Li- tung ist es fur die Optimierung der Geschwindigkeit 

ganden usw. ein sog. Abstandshalter ["spacer^ angeord- auch nicht mehr notig, daB das Einzelkompartiment, das 

net sein. Ein solcher Abstandshalter oder 'spacer^ ist die Probe enthalt, die Form eines Lochs (VelTJ auf- 

Aminohexansaure oder Spermidin. Diese Molekule weist, wie sie von den ublichen Mikrotiterplatten be- 

konnen uber ihre Aminogruppen an die vorstehend ge- 40 kannt ist Als Strukturen konnen z. B. durch Lithogra- 

nannte Thiolcarbonsaure binden. phie und/oder Atz- sowie Stempelprozcsse hergestellte 

Danach erfolgt die Bindung des Molekuls, d h. des Verttefungen, Napfchen oder auch metaliische Erhe- 

Rezeptorwirkstoffs, Liganden o. a. an die Substratober- bungen z. B. m oder auf Silicium oder anderen Materia- 

flache. 1m vorstehend genanntem Falle erfolgt diese lien wie z. B. Kunststoffen oder Glas dienen. Denkbar ist 

Bindung kovalent uber den Abstandhalter. auch die Verwendung von Auf dampf strukturen oder 

Falls das Einf ugen eines Abstandhalters zwischen der solchen, die durch Self- Assembly- Verfahren hergestellt 

Substratoberflache und dem zu untersuchenden Mole- werdea Auch nach dem LIGA- Verfahren hergestellte 

kul A aus bestimmten Grunden, wie beispielsweise auf- Mikrostrukturen konnen verwendet werden. 

grand von ungunstigen sterischen Konf ormadonen Zum noch schnelleren Ablesen ebes Kompartiments 

noch nicht ausreichend ist, so kann der Schritt des Eintu- so reicht es aus, wenn dieses die Form eines Napfs, Trogs 

gens eines Abstandhalters auch mehrfach wiederholt oder einer flachen Vertiefung aufweist Die in dieser 

werden. Beispielsweise konnen zwei oder mehr Mole- Hinsicht vorteilhafteste Ausgestaltung der bei dem er- 

kule des vorstehend genannten Abstandhalters Ami- findungsgemaBen Verfahren bzw. der erfindungsgema- 

nohexansaure aneinander gehangt werden. Eine Grenze Ben Einrichtung eingesetzten Mehrfachprobenaufnah- 

in der Zahl der aneinander gehangten Abstandhalter ist 55 mevorrichtung besteht einfach aus einer sehr flachen 

erst dadurch gegeben, daB es bei einem zu groBen Ab- planaren Scheibe, auf der die zu untersuchenden Proben 

stand zwischen der Oberflache des Substrats und dem in Form von kleinen Tropfchen aufgesetzt sind. Falls als 

daran uber den Abstandhalter zu bindenden Molekul A Substrat ein Si-Wafer verwendet wird, auf den die Pro- 

nicht mehr zu einer Immobilisierung im eigentlichen ben in Form von Tropfchen aufgesetzt sind, ist esbevor- 

Sinne des Wortes kommt, da ein sehr langer Abstand- «> zugt, wenn die betreffenden Stellen sich in ihrer Ober- 

halter naturlidi entsprechend flexibel ist und somit der flachenstruktur von der Umgebung unterscheiden. Bei- 

Einsatz von SNOM unmdglich gemacht wird. spielsweise ist es im Falle, daB der Wafer mit Gold be- 

Aufgrund des MeBprinzips ist es ganz besonders vor- dampfte Bereiche aufweist, bevorzugt, daB die einzel- 

teilhaft, daB eine ParaHelisierung des Verfahrens mog- nen Kompartimente mit Gold unteriegt sind, wahrend 

lich ist Es konnen statt einer Lichtleiterfaser gleichzei- 65 das hydrophobe Sificium die einzelnen Kompartimente 

tig mehrere Fasern verwendet werdea Der Nachweis voneinander abtrennt 

der Fluoreszenz kann dann uber Faserkoppler und/oder Die gesamte Einrichtung, umfassend die NaJbf eldmi- 

Detektorarrays erfolgen. Somit ist es moglich, mehrere kroskopiervorrichtung, die Einzel- oder Mehrfachpro- 
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benauf nahmevorrichtung mit Kompartimenten fur Pro- 
ben und die Steuereinrichtung, kann so modifiziert sein, 
daB die Steuereinrichtung start der SNOM-Vorrichtung 
die Mehrfachprobenaufnahmevorrichtung steuert, ahn- 
lich wie bei im Bereich der Lichtmikroskopie ublichen 
Mikroskopen der objektisch bewegt wird — wie bereits 
vorstehend erwahnt 

Der Steuerungsmechanisraus selbst kann ahnlich dera 
erfolgen, wie er aus anderen computergesteuerten Vor- 
richtungen dem Fachmann vertraut ist, z. B. aus Schritt- 
motorsteuerungea 

Genereil konnen die einzelnen Korapartimente einer 
derartigen Mehrfachprobenaufnahmevorrichtung be- 
liebig angeordnet sein, insbesondere aber in Rechteck- 
oder Kreisstruktur. 

Beispiele 

Nachfolgend wird ein Beispiel fur das erfindungsge- ^ 
raafie Verfahren gegeben: 

Fur den Nachweis einer Fluoreszenz wurde ein kom- 
merzielles SNOM-Gerat (z.B. Aurora; TopoMetrix 
Inc.) eingesetzt Als Substrat diente eine mit Gold be- 
dampfte EUSA-Platte oder ein Si- Wafer. Mittels der 
FlQssigphasenadsorption (Self-Assemby) wurde darauf 
eine Thiolcarbonsaure aufgebracht Das Thiol bindet an 
die Goldoberflache, die Sauregruppen weisen nach au- 
Ben. Hieran wurde uber eine Peptidbindung der rele- 
vahte Rezeptor, z. B. Avidin oder Thrombin immobili- 
siert 

Dies erfolgte dadurch, daB man die mit Carboxyi- 
gruppen modiftzierte Oberflache oder Spitze mit einem 
vorstehend erwahnten Abstandhalter (z. B. Aminohex- 
ansaure oder Spermidin) oder einem anderen Liganden 
derivatisierte. Dazu wurden die Carboxylgruppen des 
Substrats oder der Goldspitze mit je 100 mM N-Hy- 
droxysuccinimid (C4H5NO3) und N-(3-Dimethy!amino- 
propyl)-N'-ethylcarbodiimid(hydrochlorid) CgHigClN3 
f uhr 5 Minuten mit Aminohexansaure oder Spermidin, 
inkubiert(lOOmMjeweils). 

Die mit Aminohexansaure derivatisierte Oberflache 
wurde danach erneut — wie oben beschrieben — mit 
N-Hydroxysuccraimid und N-{3-DimethyIamlnopro- 
pyl^N'-ethylcarbodiimid aktiviert Danach wurde er- 
neut mit dem aminogruppenhaltigen Ligand (z.B. 
Thrombin oder einem anderen Protein) in einer Kon- 
zentration von beispielsweise lOOug/ml umgesetzt Es 
konnen aber auch niedermolekulare Liganden wie z. B. 
folgender Thrombininhibitor an die Oberflache gebun- 
denwerdea 




NH 2 



Wurde als Abstandalter Spermidin gewahit, so kann 
man die freie Aminogruppe des Spennidins mit einer 
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aktivierten Carboxylgruppe des Uganden umsetzen. 
Diese aktivierte Carboxylgruppe kann ebenfalls nach 
dem vorstehend beschriebenen Verfahren hergestellt 
werden. Es sind jedoch auch andere Verfahren einsetz- 
bar, wie sie beispielsweise aus der Peptidsynthese zur 
Aktivierung von Carboxylgruppen bekannt sind: 

a) Aktivierung der Carbonsauren zum geraischten 
Anhydrid mit Chlorameisensaure, EEDQ, IIDQ 

b) Aktivierung der Carbonsaure zum symme- 
trischen Anhydrid mit Carbodiimiden 

c) Aktivierung als Aktivester z. B. mit Carbodiimid, 
Uroniumsalzen des Benztrazols oder UroniumsaJ- 
zen allgemein und eventuell Pentafluorphenol, Hy- 
droxyssuccinimid, Hydroxybenzotriazol oder da- 
von abgeleiteten Verbindungen 

d) als Halogenide bzw. Pseudohalogenide z. B. als 
Fluorid mit TFF, als Bromid mit BrOP oder als 
Azid. 

Danach wurde fluoreszenzmarkiertes Avidin oder 
Thrombin hinzugegeben, das an den Referenzwirkstoff 
band Folglich bildete sich ein fluoreszierender Kom- 
plex direkt an der Oberflache des Substrats aus. Diese 
Einzelmolekul-Fluoreszenz konnte mittels SNOM 
nachgewiesen werden. Wurde nun eine Mischung mit 
einem effektiveren Wirkstoff hinzugegeben, so wurde 
das markierte Avidin bzw. Thrombin aus seiner Bindung 
befreit und diffundierte von der Oberflache weg. Da- 
durch nahm die Fluoreszenz ab. Der in der zugegebenen 
Mischung enthaltene effektivere Wirkstoff muB aber 
nicht unbedingt an die gleiche Stelle binden wie der auf 
der Substratoberflache immobilisierte Wirkstoff. Eine 
Verringerung der Bindung des mit Fluorescein markier- 
ten Molekuls kann auch durch Bindung an eine andere 
Stelle desselben erfolgen. Durch eine Beeinflussung der 
{Conformation (allosterischer Effekt) wird dann die Affi- 
nitat des fluoreszenzmarkierten Molekuls zu dem an der 
Substratoberflache iminobtlisierten Liganden herabge- 
setzt, so daB nur noch ein geringerer Teil der fluoreszie- 
renden Molekule an der Oberflache gebunden bleibt 
und somit die Fluoreszenz ebenfalls abnimmt 

Als Beispiel fur zeUulare Strukturen, die als Substrat 
dienen konnen, seten insbesondere membranfixierte Re- 
zeptoren genannt; neben den klassischen signaltransdu- 
zierenden Rezeptoren (z. B. G-Protein gekoppelten Re- 
zeptoren, Liganden- und spannungsabhangigen lonenk- 
analen) sind auch Rezeptoren auf Zellen des Immunsy- 
stems oder auf den Blutplattchen (z. B. GPIIb/III Rezep- 
toren) sowie reine Bindeproteine auf Zellen wichtige 
zeUulare Ziele. 

Patentanspruche 

1. Verfahren zum WirkstofTscreening, wobei man 
den Wirkstoff fiber die mittels einer rasteropti- 
schen Nahfeldmikroskopiervorrichtung (SNOM- 
Vorrichtung) beobachtbare Anderung eines Si- 
gnals [S] nachweist 

2 Verfahren nach Anspruch 1, wobei das rasterop- 
tische Nahfeld mittels einer Lichtleiterfaser bereit- 
gestelltwird 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, wobei das 
Wirkstoff screening die Schritte umfaBt, daB eine 
Mehrfachprobenaufnahmevorrichtung mit mehre- 
ren Kompartimenten fur Pro ben bereitgesteUt 
wird und an alien oder einem Teil dieser Komparti- 
mente, bevorzugt mittels einer parallelisierten 
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SNOM-Vomchtung, die Schritte durchgefuhrt 
werden,daB 

a) ein Molekul A an ein Substrat direkt oder 
indirekt, kovalent oder nicht-kovalent gebun- 
den wird, 5 

b) ein mitteis der rasteroptischen Nahfeldmi- 
kroskopiervorrichtung mitteis eines Signals [S] 
nachweisbares Molekul B nicht-kovalent an 
das MolekQl A binden gelassen wird, 

c) eine einen Stoff X enthaltende Losung hin- io 
zugegeben wind und die Anwesenheit des Stof- 
fes X fiber die Anderung der Bindung des Mo- 
lekuls B und danrit des Signals [S] nachgewie- 
sen wird. 

4. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, wobei das is 
Wirkstoff-Screening die Schritte umfaBt, daB eine 
Mehrfachprobenaufnahraevorrichtung rait mehre- 
ren Kompartimenten fur Proben bereitgestellt 
wird und an alien oder einem Teil dieser Komparti- 
mente — parallel oder nacheinander — die Schritte 20 
durchgefuhrt werden, daB 

a) ein Molekul A an ein Substrat binden gelas- 
sen wird, 

b) eine einen Stoff X enthaltende Losung hin- 
zugegeben wird, 25 

c) der Stoff X an A unter Bildung eines Mole- 
kulkomplexes A-X binden gelassen wird, 

d) eine Losung, die eine molekulare Sonde P 
enthalt, die fiber das Signal [S] mitteis der ra- 
steroptischen Nahfeldmikroskopiervorrich- 3° 
tung nachweisbar ist, zugegeben wird, 

e) die molekulare Sonde P an den Komplex 
A-X binden gelassen wird und 

f) die Bindung von P an A-X durch Messung 
von [SJnachgewiesen wird. 35 

5. Verfahren nach einem der vorhergehenden An- 
spriiche, wobei es sich bei dem Signal [S] urn ein 
Fluoreszenzsignal handelt 

6. Verfahren nach einem der vorhergehenden An- 
spriiche, wobei die Bindung des Molekuls A an das *° 
Substrat mitteis Adsorption erfolgt 

7. Verfahren nach einem der vorhergehenden An- 
sprfiche, wobei es sich bei dem Substrat urn einen 
Si-Wafer, eine mit Au bedampfte Mikrotiterplatte, 
Glimmer, Graphit oder urn eine zellulare Struktur 45 
oder eine Korabination davon handelt 

8. Verfahren nach Anspruch 7, wobei es sich bei der 
zellularen Struktur urn mernbranfixierte Rezepto- 
ren handelt 

9. Verfahren nach einem der vorhergehenden An- so 
spruche, wobei das Molekul A an das Substrat indi- 
rekt fiber einen Abstandhalter, insbesondere Sper- 
midin oder Ammohexansaure gebunden wird 

10. Verfahren nach Anspruch 9, wobei der Abstand- 
halter seinerseits fiber eine an das Substrat adsor- 55 
bierte Verbindung gebunden wird. 

1 1. Verfahren nach einem der vorhergehenden An- 
spruche, wobei eine die SNOM-Vorrichtung um- 
fassende parallelisierte MeBeinrichtung zum 
gleichzeitigen Nachweis mehrerer Probenkompar- *> 
timente zum Wirkstoffscreening eingesetzt wird 

12. Verfahren nach einem der vorhergehenden An- 
spriiche, wobei das Signal [S] zum Nachweis der. 
Bindung des S toffs X einen optischen {Contrast ver- 
wendet, insbesondere Unterschiede in der Absorp- 65 
don, Fluoreszenz, Polarisation oder deren Well en- 
langenabhangigkeit 

13. Verfahren nach einem der Anspriiche 10 bis 12, 
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wobei der Schritt des Bindens des Abstandhalters 
mehrf ach wiederholt wird 

14. Verwendung einer rasteroptischen Nahfeldmi- 
kroskopiervorrichtung (SNOM-Vorrichtung) zum 
Wirkstoffscreening, wobei man den Wirkstoff fiber 
die mitteis der rasteroptischen Nahfeldmikrosko- 
piervorrichtung beobachtbare Anderung ernes Si- 
gnals [S] nachweist 

15. Verwendung nach Anspruch 14, wobei man ei- 
nes der Verfahren nach Anspruch 1 bis 13 durch- 
fuhrt 

16. Einrichtung, umfassend eine Nahfeldmikrosko- 
piervorrichtung, eine Einzel- oder Mehrfachpro- 
benaufnahmevorrichtung mit Kompartimenten fur 
Proben und eine Steuereinrichtung zum Ansteuern 
der einzelnen Kompartimente der Einzel- oder 
Mehrfachprobenaufnahmevorrichtung mit der 
NaMeldmilax)skopiervoiTichtung. 

17. Einrichtung, umfassend eine Nahfeldmikrosko- 
piervorrichtung, eine Einzel- oder Mehrfachpro- 
benaufnahmevorrichtung mit Kompartimenten fur 
Proben und eine Steuereinrichtung zum Ansteuern 
der NaMeldmikroskopiervorrichtung mit der Ein- 
zel- oder Mehrf achprobenaufnahmevorrichtung. 

18. Einrichtung nach einem der vorhergehenden 
Anspriiche, wobei es sich bei der Einzel- oder 
Mehrfachprobenaufnahmevorrichtung urn eine 
Mehrfachloch-Mikrotiterplatte handelt 

19. Mehrf ach-Nanotitervorrichtung, umfassend ei- 
ne plan are Platte sowie mehrere darauf angeordne- 
te Nano- Kompartimente. 

20. Mehrf ach-Nanotitervorrichtung nach Anspruch 
/ <f 19, wobei die GroBe der Kompartimente (Durch- 

messer) 10 bis 100 am betragt 

21. Mehrfach-Nanotitervorrichtung nach Anspruch 
^.0 19 oder 20, wobei die Nano-Kompartimente in der 

Form napfartiger Vertief ungen vorliegen. 
22i Mehrfach-Nanotitervorrichtung nach Anspruch 
19 oder 20, wobei die Nano-Kompartimente von 
den ubrigen Bereichen der planaren Platte dadurch 
abgegrenzt sind, daB ihre GroBe (Durchmesser) 
% I durch erne von den letzteren sich unterscheidende 
andersartige chemische Struktur oder Zusammen- 
setzung f estgeiegt ist 

23i Mehrfach-Nanotitervorrichtung nach einem der 
Anspriiche 19 bis 22, wobei es sich bei der planaren 
V Platte urn hydrophobes Silicium handelt und die 
Nano-Kompartimente durch eine Veranderung der 
Oberflachenstruktur festgelegt sind 
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